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Abreviaturas

°C: grados Celsius.

A: angstrom.

bio-Hz: bio-hidrogeno.

cmL: centimetros reciprocos.

cm?: centimetros al cuadrado

DNS: &cido 3,5-dinitrosalicilico.

DTA: andlisis térmico diferencial (por sus siglas en inglés “Differential Thermal Analysis”).

FT-IR-ATR: espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier y reflectancia total
atenuada (por sus siglas en inglés “Fourier Trasformation Infrared Attenuated Total
Reflection”).

FWHM: anchura a la altura media de un pico (por sus siglas en inglés “Full Width at Half
Maximum”).

GC: cromatografia de gases (por sus siglas en inglés “Gas Chromatography”).
h: horas.

HEBM: molienda mecénica de alta energia (por sus siglas en inglés “High Energy Ball
Milling”).

min: minuto.
mV: milivoltio.
nm: nanémetros.

ORP: potencial de Oxido-reduccion (por sus siglas en inglés “Oxidation Reduction
Potencial”).

rpm: revoluciones por minuto.
T: temperatura.

TCD: detector de conductividad térmica (por sus siglas en inglés “Thermal Conductivity
Detector”).

TGA: analisis termogravimétrico (por sus siglas en inglés “Thermo Gravimetric Analysis”).
V: volumen.

Vgas: volumen de gas.

Vinj: volumen de inyeccion.

ML: microlitros.
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Abstract

This study aims to use high-energy ball milling (HEBM) as an alternative for treating non-
conventional organic substrates and their use as a supplement in culture media for
hydrogen (Hz2) producing microorganisms. The HEBM of malanga taro (Colocasia
esculenta var. esculenta) was carried out at different times (5, 10, 20, 30, and 40 min),
using stainless steel balls and bowls at 600 rpm. The determination of reducing sugars
was carried out using the 3,5-dinitrosalicylic acid (DNS) method by visible
spectrophotometry. Subsequently, the physicochemical characterization of the substrate
before and after milling was carried out by Fourier transformation infrared attenuated total
reflectance spectroscopy (FT-IR-ATR) and thermogravimetric analysis (TGA). It was
determined that at 10 min of HEBM, the highest concentration of reducing sugars was
obtained. By FT-IR-ATR, it was observed that the hydroxyl functional groups and
glycosidic bonds presented the highest absorbance. Thermal decomposition of C.
esculenta, analyzed by TGA, was carried out in three stages: 1) dehydration, 2)
decomposition, and 3) residue formation. C. esculenta conditioned with 10 min of HEBM
was chosen for dark fermentation with E. coli. In fermentation, it was observed that in a
pH interval of 4.5 - 6.5, the production of gases with an oxidation-reduction potential
(ORP) between 10-60 mV and an optical density between 0.8 - 2 was generated. The H2
obtained from the dark fermentation with E. coli was determined by Gas Chromatography
(GC) with a thermal conductivity detector (TCD). From the dark fermentation with glucose,
97 mL of gas was obtained with a biohydrogen purity of 56 %, while for C. esculenta, 77

mL of gas was obtained with 21 % purity.
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Resumen

En el presente trabajo se propone el uso de la molienda mecanica de alta energia
(HEBM, por sus siglas en inglés “High Energy Ball Milling”) como alternativa para el
tratamiento de sustratos organicos no convencionales y su aprovechamiento como
suplemento en medios de cultivos para microorganismos productores de hidrégeno (Hz).
Para ello se realiz6 la HEBM de malanga taro (Colocasia esculenta var. esculenta) en
diferentes tiempos (5, 10, 20, 30 y 40 min) a 600 rpm, utilizando bolas de acero
inoxidable. Luego se realizé la determinacién de la obtencion de azUcares reductores,
mediante el método de acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) por espectrofotometria visible.
Posteriormente se realizo la caracterizacion fisicoquimica del sustrato antes y después
de la molienda por espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier y reflectancia
total atenuada (FT-IR-ATR, por sus siglas en inglés “Fourier Trasformation infrared
Attenuated Total Reflection”) y andlisis termogravimétrico (TGA, por sus siglas en inglés
“Thermo Gravimetric Analysis”). Se logré determinar que a los 10 min de HEBM se obtuvo
la mayor concentracion de azucares reductores, y por FT-IR-ATR se observo que los
grupos funcionales hidroxilos y enlaces glucosidicos presenta la mayor absorbancia.
Mediante TGA se analiz6 la descomposicion térmica de C. esculenta, el cual se llevé a
cabo en tres etapas: 1) deshidratacion, 2) descomposicion y 3) formacion de residuos.
Para realizar la fermentacién oscura con E. coli se eligié C. esculenta acondicionada con
10 min de HEBM. En la fermentacion se observé que en un rango de pH de 4.5-6.5 se
genera la produccién de gases con potencial de 6xido-reduccion (ORP por sus siglas en
inglés “Oxidation Reduction Potencial”) de entre 10-60 mV y con densidad éptica de entre
0.8-2. Se determiné y cuantifico el Hz obtenido de la fermentacién oscura con E. coli, por
cromatografia de gases (GC, por sus siglas en inglés “Gas Chromatography”) con un
detector de conductividad térmica (TCD, por sus siglas en inglés “Thermal Conductivity
Detector”). A partir de la fermentacion oscura con glucosa se obtuvo un volumen de
97 mL de gas total con una pureza de biohidrogeno de 56 %, mientras que para C.

esculenta se obtuvo 77 mL con 21 % de pureza.
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1. Introduccién

El uso de energias no renovables como los combustibles fosiles (petroleo, carbdn, gas
natural) son indispensables para abastecer todo tipo de bienes y servicios necesarios
para la poblacion mundial. Sin embargo, la produccion y uso de estas energias ha
generado graves problemas ambientales, y al mismo tiempo su explotacion continua esta
ocasionando su agotamiento. Por lo que es importante encontrar otras alternativas que
puedan satisfacer esta demanda energética y sean menos nocivas para el medio
ambiente.

Las energias renovables han demostrado ser la alternativa menos perjudicial para el
medio ambiente. Est4s se encuentra en la naturaleza en una cantidad ilimitada, una vez
consumidas vuelven a integrarse de manera natural de donde provienen y de la misma
manera pueden volver a regenerarse. Entre los diferentes tipos de energias renovables
se encuentran: energia hidraulica, energia eolica, energia solar, energia geotérmica,
energia mareomotriz y energia de la biomasa. La energia de la biomasa procede del
aprovechamiento de la materia organica, abarcando un amplio conjunto de materias
organicas gue se caracterizan por su heterogeneidad, su origen y su naturaleza. La
biomasa puede transformarse en energia a través de cuatro procesos basicos:
combustion, digestion anaerobia, gasificacion y pirolisis.

Dentro de los diferentes tipos de energia renovable, el uso del hidrégeno (Hz) es una de
las energias renovables mas prometedoras, aunque a la fecha su produccion y
almacenamiento resulta costoso en comparacion con otras fuentes de energia. Aunque
existen muchas metodologias empleadas en la generacion de Hz (por ejemplo, la
electrolisis del agua o la gasificacion del carbdén, entre otros) existe una constante
bdsqueda de procesos que permitan altos rendimientos de Hz y que no perjudiquen el
ambiente. Uno de estos procesos es la fermentacion oscura, la cual requiere de bacterias
anaerobias y sustratos ricos en glucosa y/o almidén. Ademas, el uso de sustratos
organicos no convencionales como alternativa al uso de sustratos comerciales podria
disminuir de manera significativa los costos en la produccion del Hz. Esto debido a que
se encuentran disponibles abundantemente en la naturaleza, por lo que no se requiere

producirlos como los sustratos comerciales. El problema con el uso de fuentes no
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convencionales como sustrato es la necesidad de un tratamiento que permita romper las
macromoléculas que lo conforman para hacer biodisponibles los azucares. Los
tratamientos mas utilizados son la hidrdlisis acida y la hidrélisis enzimética. Sin embargo,
el primer tratamiento genera grandes cantidades de desechos al producir efluentes
guimicamente agresivos para el ambiente mientras que el segundo representa un alto
costo economico derivado del uso de enzimas.

En trabajos previos se ha reportado el uso de la molienda mecanica de alta energia
(HEBM) como método alternativo para el tratamiento de sustratos organicos no
convencionales. Se ha descrito que el uso de la HEBM favorece la obtencion de azlcares
reductores al generar rupturas en las macromoléculas ademas de generar cambios en
las propiedades fisicoquimicas de la biomasa como incremento de la hidrosolubilidad y
disminucién de la cristalinidad, entre otros. Ademas, este método no genera

contaminantes ni residuos y el proceso es mucho mas rapido.

De acuerdo con lo anterior, en este trabajo se propuso el uso de la HEBM para aumentar
la disposicién de azucares reductores en Colocasia esculenta para la producciéon de H2

por fermentacién oscura utilizando Escherichia coli.
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2. Marco Tedrico

2.1 Energia

El término energia deriva del griego energés, que significa “fuerza de accién” o “fuerza
de trabajo”, y de enérgeia que significa “actividad” u “operacion”. El término se emplea
en diferentes areas como la fisica, quimica, economia y tecnologia, entre otros, por lo
gue su acepcién es variable. De alli que energia se relacione con las ideas de fuerza,
almacenamiento, movimiento, transformacion o funcionamiento. De manera general la
energia se define como la capacidad que poseen los cuerpos para poder efectuar un
trabajo a causa de su constitucion (energia interna), de su posicion (energia potencial) o
de su movimiento (energia cinética). A diferencia de la materia la energia no puede verse,
tocarse, olerse o pesarse; por lo que Unicamente se reconoce por sus efectos (Chang &
Garcia, 2006).

Aunque existen diferentes tipos, dependiendo de su origen la energia se puede clasificar
en dos grupos: a) no renovables y b) renovables.

a) La energia no renovable es aquella que se encuentra en forma limitada en la Tierra.
Se obtiene principalmente de combustibles fésiles (gas natural, carbén y petréleo) y
de la energia nuclear (por fisién y fusién nuclear). La desventaja de estos recursos
es que generan contaminantes y se pueden agotar con el tiempo.

b) Las energias renovables son aquellas que tras ser utilizadas se pueden regenerar
de manera natural o incluso artificial, ya que utilizan recursos ilimitados de la
naturaleza. Ademas, generan un menor impacto negativo al ambiente. Entre ellas
tenemos a las energias: geotérmica, hidraulica, edlica, solar y la producida a través
de la biomasa (Zohuri et al., 2022).

2.2 El hidréogeno (H2) como biocombustible

El hidrégeno es el elemento mas abundante en el universo, constituyendo el 75% de su
masa total. Bajo condiciones ordinarias en la Tierra, el gas hidrégeno es una molécula

diatomica (H2), inodora, incolora, insipida, no toxicay ligera. En la naturaleza el hidrogeno
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casi siempre se encuentra combinado con otros elementos, esta presente en el agua y
por lo tanto en todos los organismos vivos. También esté presente en hidrocarburos y en
varios otros compuestos naturales y artificiales (Chang & Garcia, 2006).
El término biocombustible se refiere a combustibles liquidos o gaseosos para el sector
del transporte que se producen predominantemente a partir de biomasa. La produccion
a gran escala de biocombustibles ofrece la oportunidad de reducir la dependencia hacia
los combustibles fosiles (Balat & Kirtay, 2010; Fan et al., 2021).
El Hz tiene un alto contenido energético 120 MJ/Kg comparado con la gasolina 44.4
MJ/Kg (Graetz, 2009). En términos de numero de octanaje el Hz tiene 130 octanos,
mientras que la gasolina 87 (Magna) y 92 (Premium) octanos (Hernandez & Bonilla,
2020). Para una comparacion directa, 3 kg de gasolina (0 1 galon = 3,79 L) tiene la misma
energia que 1 kg de Hz, pero la gasolina produce aproximadamente 9 kg de didxido de
carbono (CO2) mientras que la combustibn de H: sélo genera agua (H20) como
subproducto (Reaccion 1) (Graetz, 2009).

Ho@) + %2 O2(q) — H20() Ec. 1
La produccion de H: se realiza mediante diversos métodos que requieren la separacion
del hidrégeno de otros elementos quimicos. El 40% del Hz se obtiene a partir de gases
naturales, el 30% del petrdleo, el 18% de carbdn, el 4% mediante electrolisis y alrededor
del 1% de la biomasa (Sinha & Pandey, 2011).

2.3 Produccién de H, por fermentacion oscura

La produccion de H2 mediante procesos biologicos se ha enfocado principalmente en
tres métodos: la fotdlisis del agua empleando algas y cianobacterias; la fotofermentacion
de compuestos organicos por bacterias fotosintéticas; y la fermentacién oscura bajo
condiciones anaerdbicas utilizando carbohidratos. Este ultimo ha resultado ser el méas
favorable entre los procesos de bio-produccion de Hz (Show et al., 2011). Ademas, en la
fermentacion oscura se pueden utilizar y aprovechar también los desechos organicos
procedentes de la agricultura y/o de las industrias (Ghimire et al., 2015).

Sin embargo, en la practica se obtienen bajas producciones de H2 debido a que parte del

sustrato es empleado por los microorganismos para su sustento y crecimiento. La
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produccion de H2depende de varios factores asociados con las condiciones: ambientales
(temperatura e indculo), operacionales (presion parcial de Hz2) y quimicas (pH del cultivo,
tipos de nutrientes y sustratos) (Argun & Kargi 2011; Sinha & Pandey, 2011).

La generacion de Hz a través de fermentacion oscura se logra principalmente por
bacterias anaerobias estrictas o anaerobias facultativas. Las bacterias anaerobias
estrictas son aquellas que para crecer en un medio de cultivo necesitan una atmosfera
sin oxigeno (O2), ya que esta molécula es toxica para ellas. En general se utilizan
especies del género Clostridium y las acidogénicas anaerobias provenientes de lodos.
Las bacterias anaerobias facultativas son capaces de crecer en atmosferas sin O:
(anaerobiosis) y con Oz (aerobiosis), dependiendo de la cantidad de Oz y del material
fermentable en el medio ambiente. Las bacterias facultativas utilizadas generalmente son
de los géneros Enterobacter (Escherichia), Bacillus y algunas bacterias termdfilas
(Chong et al., 2009; Gopalakrishnan et al., 2019; Hassan & Morsy, 2015). Los anaerobios
facultativos, como E. coli, han demostrado tener un alto potencial en la produccion de H:
a partir de azucares simples. Los hidratos de carbono, principalmente glucosa (CsH1206),
son los sustratos preferidos para la produccion de Hz por fermentacion. De acuerdo con
la literatura, las bacterias anaerobias facultativas tienen un rendimiento maximo tedrico
de 2 moles de H: por cada mol de CeH1206 consumida, mediante la via metabdlica de la
glucolisis (Redwood & Macaskie, 2006; Vardar-Schara et al., 2008). Ademas, el almidén
y la celulosa, asi como los desechos organicos se pueden utilizar también como sustratos
(Tabla 1) (Ghimire et al., 2015; Hassan & Morsy, 2015).

Tabla 1. Comparacion del rendimiento de H> obtenido por fermentacion oscura en diferentes
cepas de E. coli y de sustratos (Hassan & Morsy, 2015).

Microorganismo Sustrato Rendimiento (mol Hz/
mol glucosa)
E. coli W3110 Glucosa 0.54
E. coli ZF3 Glucosa 0.96
E. coli S3 Glucosa 0.85
E. coli Glucosa 0.17
E. coli Aldn Glucosa 0.23
E. coli HD701 Maleza hidrolizada con acido 0.46
E. coli HD701 Residuos de almidén de papa hidrolizada con 0.45
acido
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Dependiendo de las vias utilizadas por los microorganismos y los productos finales, los
rendimientos de H: pueden ser variables. La ruta fermentativa de E. coli para la
produccion de Hz, comienza con la conversion de glucosa a piruvato y nicotinamida
adenina dinucleétida (NADH), a través de la glucdlisis tanto en estado anaerdbico estricto
como facultativo (Figura 1). El piruvato se convierte luego en acetil-CoA y formiato, que
es catalizado por el piruvato formiato liasa (PFL). Como productos finales de la
fermentacion se producen succinato, lactato, acetato, etanol y formiato. El H2 se produce
a partir de formiato por el complejo multienzimatico formiato hidrégeno liasa (FHL), en
condiciones anaerdbicas y en ausencia de aceptores de electrones como O: y nitrato
(NO3). El sistema FHL es controlado por un activador transcripcional FhlA, que se
requiere para la transcripcion de fdhF y el operdn hyc, y un regulador transcripcional
negativo, hycA. La transcripcién del complejo FHL depende de la presencia de formiato,
pH acido y el factor s54. Hay varios factores que influyen en el rendimiento, tales como
si parte del piruvato se convierte en lactato. Las proteinas que se muestran en negrita
con un asterisco en la Figura 1, han sido estudiados mediante ingenieria metabdlica para
mejorar la produccion de biohidrégeno (Rosales-Colunga & De Ledn Rodriguez, 2014;
Stanbury et al., 2017; Vardar-Schara et al., 2008).
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Figura 1. Produccion fermentativa de H; a partir de glucosa (CsH1206) por Escherichia coli. PFL,
piruvato formiato liasa; FDH, formiato deshidrogenasa; FHL, formiato de hidrégeno liasa; Hyd,
hidrogenasa; CoA, coenzima A (Vardar-Schara et al., 2008).
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2.3.2 Generalidades de Escherichia coli

Escherichia coli fue descrita por Theodore von Escherich en 1885, quien la denomind
Bacterium coli commune, pero en 1919 fue renombrada con el nombre actual en honor
a su descubridor. Escherichia coli son bacilos gram negativos, oxidasa negativos, con un
tamano promedio de 1.1-1.5 ym de ancho y 2.0-6.0 um de largo. Es una bacteria mesoéfila
con una temperatura éptima de crecimiento para la mayoria de las cepas, de 39 °C, con
una temperatura minima de 8 °C y una maxima de 48 °C. Escherichia coli pertenece a la
familia de las bacterias entéricas, es anaerobia facultativa, ya que es capaz de crecer en
presencia de Oz a través de la respiracion aerobica, o en ausencia de este a través de la
respiracion o la fermentacion anaerdbica. Es ubicua, siendo una de las especies
bacterianas mas abundantes. Escherichia coli forma parte de la microbiota normal del
tracto digestivo gastrointestinal del ser humano, de algunos mamiferos y aves. Es un
microrganismo utilizado como modelo para la investigacion e ingenieria genética, a
menudo como anfitridn para expresar genes pertenecientes a otras especies. Debido a
su rapido crecimiento, Escherichia coli tiene la capacidad de sobrevivir con diferentes
tipos de nutrientes y crecer a distintas condiciones de temperatura. Ademas, su
disponibilidad de aceptores de electrones desencadena las estrategias utilizadas para la
produccion de energia a través de la respiracion o fermentacion (Forster & Gescher,
2014; Madigan et al., 2009).

2.4 Sustratos organicos no convencionales

La mayoria de los microorganismos de importancia industrial son heterétrofos, es decir,
gue aprovechan los compuestos con carbono para realizar su metabolismo y crecimiento.
Los carbohidratos son la fuente orgénica de energia mas utilizada a nivel industrial para
la fermentacion, sin embargo, representan altos gastos en su produccion. Con el objetivo
de reducir tales costos se utilizan sustratos organicos no convencionales que se obtienen
de la biomasa (Balat & Ayar, 2005; Chong et al., 2009). La biomasa es toda la materia
organica no fosil que tiene un contenido de energia quimica intrinseca, en esta se

incluyen la silvicultura (cultivos agricolas, arboles y plantas) y desechos organicos
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(agricolas, agroindustriales y domeésticos) (Balat & Ayar, 2005; Balat & Kirtay, 2010;
Ghimire et al., 2015).

2.4.1 Malanga

La malanga es un tubérculo de clima tropical y subtropical, que se cultiva en suelos con
altos contenidos de humedad, aunque también puede soportar periodos de sequia,
gracias a sus tubérculos. Es originario de Africa, Asia y Oceania, pero debido a la
inmigracion a occidente, actualmente también se cultiva en América (Rios, 2014).
Pertenece a la familia de las Araceae y al género Colocasia. Dentro del género se
consideran dos variedades taro (Colocasia esculenta var. esculenta) e islefio (Colocasia
esculenta var. antiquorum). Los cuales se pueden diferenciar en base a su morfologia
floral. Donde C. esculenta posee apéndice estéril del espadice expuesto, que es mucho
mas corto que la porcion masculina. Mientras que C. antiguorum posee apéndice estéril
del espadice retenido dentro de la espata, que es mas largo que la porcion masculina

(Wang, 1932). A continuacion, se describe las caracteristicas de cada variedad:

= (Colocasia esculenta

Es una planta herbacea, perenne, suculenta, que se desarrolla entre 1-2 m de altura.
Producen en su base un cormo principal comestible y grande (esférico, elipsoidal o
cbnico) con pocos cormos (a veces llamados cormos retofios, cubiertos exteriormente
por escamas fibrosas o lisos) entre cuatro u ocho aproximadamente (Figura 2 a). En
general, este grupo tiene veintiocho cromosomas y se puede cultivar en una amplia
gama de condiciones, desde regiones con inundaciones hasta tierras altas de secano.
El color de su pulpa por lo general es blanco, pero también pueden presentarse clones

coloreados hasta llegar al morado (Rios, 2014; Wang,1932).

= Colocasia antiqguorum:

Es también una planta herbacea, perenne, suculenta, cominmente alcanzan una

altura de hasta 2.5 m. Producen en su base un cormo principal alargado (de forma
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ovoide de tamafio pequefio o mediano que a menudo puede no ser comestible debido
a su acidez) y una gran cantidad de pequefios cormos comestibles entre quince o
veinte, hasta cuarenta o mas (Figura 2 b). En su parte superior se ubica la corona y
esta vinculada al origen de los tallos o peciolos. Mientras que su parte inferior es la
base del cormo y estd asociada a la raiz (Figura 2 c). Algunos cormelos pueden poseer
cierto grado de latencia. Generalmente, este grupo tiene cuarenta y dos cromosomas
y se cultiva como un cultivo de regadio como muchas otras hortalizas o como un cultivo
de secano. Este grupo de plantas probablemente se desarroll6 en Japon o China. El

color de su pulpa es blanco con vetas lilas o violetas (Rios, 2014; Wang, 1932).

Figura 2. Malanga, variedad (a) C. esculenta y (b) C. antiquorum (Rios, 2014).
(c) Corona y base de un cormo de malanga.

Una de las caracteristicas mas destacables de la malanga es su valor nutricional,
principalmente por su alto contenido de almidon (>80 %), proteinas (1.4-7 %), fibra (0.6-
0.8 %), retinol (vitamina A), acido ascérbico (vitamina C), calcio y fésforo (Calleja-Viveros
et al., 2021).

2.4.2 Almidén

El almidén es un polisacarido de reserva el cual se encuentra principalmente en fuentes
como los cereales (35 al 80%), en las raices (30 a 70%), en los tubérculos (65 a 90%) y
en las legumbres (25 a 50%) y en algunas frutas inmaduras como los platanos o los
mangos (~70% en peso seco). La estructura granular del almidon se debe a sus dos

macromoléculas principales, la amilosa (Figura 3 a) y la amilopectina (Figura 3 b), las
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cuales le otorgan su organizacion fisica y por ende sus propiedades fisicoquimicas y
funcionales (Alcazar-Alay & Meireles, 2015; Herndndez-Medina et al., 2008).

La amilosa es un polimero, producto de la condensacion de D-glucopiranosas unidas por

enlaces glucosidicos o (1-4) que forma largas cadenas lineales cuya unidad repetida es

a-maltosa con 200-2500 unidades en un numero de cadenas que van de 1 a 20.
Representa de un 25-30% del contenido de almiddn total. La amilopectina es un polimero

compuesto por la unién de unidades de a-D-glucosa a través de enlaces glucosidicos o

(1-4) y ramificaciones de a (1-6) que estan constituidas por cientos de cadenas cortas.
La semicristalinidad del almidon es debido a la amilopectina y constituye de un 70-85%
del almidon nativo. Mientras que la parte amorfa esta formada por regiones ramificadas

de amilopectina y amilosa (Urzua-Valenzuela, 2017).

Figura 3. Estructura quimica base de la amilosa y la amilopectina (Urzua-Valenzuela, 2017).

2.5 Tratamiento de sustratos organicos no convencionales

Las impurezas presentes en los sustratos organicos no convencionales pueden provocar
efectos negativos en el crecimiento celular, inhibicién o reaccion con los compuestos
presentes en el medio de cultivo haciendo que los nutrientes sean menos accesibles
para los microorganismos. Por lo que deben ser sometidos a tratamientos para
maximizar el aprovechamiento de estas fuentes de carbono, ademas de hacerlos mas
asimilables, transformandolas a compuestos fermentables y de facil disponibilidad
(Barakat et al., 2014; Chong et al., 2009). Existe una gran variedad de métodos de

tratamientos utilizados para generar modificaciones en sustratos organicos no
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convencionales. Estos pueden ser fisicos, quimicos, biolégicos, o una combinacion de
ellos. De manera general, estos deben de ser de menor costo, de bajo consumo
energético, de uso de reactivos no nocivos y/o facilmente recuperables, y faciles de
aplicar a diversos sustratos (Barakat et al., 2014; Kumar et al., 2009).

Dentro de los tratamientos mas empleados se encuentran la hidrolisis acida y la hidrolisis
enzimatica. La hidrélisis acida es un proceso quimico que, mediante el empleo de
catalizadores acidos, transforma las cadenas de polisacaridos en monoémeros
elementales; sin embargo, produce efluentes quimicamente agresivos para el ambiente
y la salud. La hidrdlisis enzimética es un proceso catalizado por un grupo de enzimas
cuya accion conjunta produce la degradacion de la biomasa: aunque, requiere de una
optimizacion para poder obtener la mejor combinacidén de enzimas especificas para cada
materia prima y estas enzimas regularmente no pueden adaptarse rapidamente al
sustrato (Sun & Cheng, 2002). Sin embargo, existen métodos emergentes como los
tratamientos mecanicos (molienda mecanica de alta energia), los cuales reducen las
dimensiones de los sustratos mediante la ruptura de sus paredes celulares, generando
asi enlaces mas simples (cadenas cortas de C-C como mono- y/o di-sacéaridos) a partir
de enlaces méas complejos (cadenas largas de C-C como los polisacéaridos). Esto permite
gue los microorganismos asimilen los compuestos presentes en la biomasa, al
incrementar la biodegradabilidad anaerdbica, ademas de aumentar su superficie,
disminuir su cristalinidad, aumentar su digestibilidad y su bioconversion (Barakat et al.,
2014; Juarez-Arellano et al., 2021).

2.6 Molienda mecanica de alta energia (HEBM)

La mecanoquimica es una técnica de procesamiento de polvos que involucra la
deformacion, fractura y soldadura de particulas provocadas por la energia intercambiada
durante las colisiones repetidas de las bolas durante la molienda mecanica de alta
energia (HEBM). La energia mecanica generada permite activar reacciones quimicas y
cambios estructurales, asi como la reduccién del tamafio de las particulas, obteniendo

polvos con estructuras cristalinas dificiles de alcanzar con otras técnicas, lo que puede
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derivar en el mejoramiento de sus propiedades fisicas (Sopicka-Lizer, 2010;
Suryanarayana, 2011).

Existen diferentes tipos de molinos: de matrtillos, rodillos, discos, bolas, entre otros. Estos
difieren principalmente en la energia mecanica que genera, en su capacidad, velocidad
y temperatura de operacion; asi como de algunas otras caracteristicas de control (Fritsch,
2007; Suryanarayana, 2001).

2.6.1 Molino planetario de bolas

Los molinos planetarios de bolas deben su nombre al movimiento planetario de sus viales
(Figura 4 a). Estos estan dispuestos en un disco de soporte giratorio y un mecanismo de
accionamiento especial que hace que giren alrededor de sus propios ejes. La fuerza
centrifuga producida por los viales al girar alrededor de sus propios ejes y la producida
por el disco de soporte giratorio actuan sobre el contenido del vial (bolas de molienda y
la muestra de interés). Debido a que los tazones y el disco de soporte giran en
direcciones opuestas, las fuerzas centrifugas actian en direcciones opuestas. Esto hace
que las bolas trituren por efecto de la friccién al colisionar con la pared interior del tazén
y por efecto del impacto de las bolas (Figura 4 b) (Fritsch, 2007; Suryanarayana, 2001).

Figura 4. Mecanismo de accion de un molino planetario de bolas (Fritsch, 2007; Suryanarayana,
2001).

La molienda mecénica puede realizarse en seco o en humedo, en muestras inorganicas

y organicas. Ademas, este tipo de molino cumple técnicamente con todos los requisitos
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para la molienda coloidal y cuentan con el rendimiento energético necesario para
promover reacciones quimicas (mecanosintesis) (Fritsch, 2007; Sant’/Ana da Silva et al.,
2010).

2.7 AzUcares reductores

Los azucares reductores son aquellos azucares que poseen su grupo carbonilo del
carbono anomérico intacto, y a través de este pueden reaccionar como agentes
reductores con otras moléculas que actlan como agentes oxidantes. Esta propiedad
permite determinar la concentracion de azlcares presentes en una disolucién de una
muestra de interés, midiendo la cantidad de agente oxidante que es reducido (Burgos,
2020).

2.7.1 Determinacién de azlUcares reductores

Miller desarrollé un método para determinar azlucares reductores utilizando el acido 3,5-
dinitrosalicilico (DNS). EIl cual reacciona con los azucares reductores presentes en una
muestra en condiciones de pH alcalino, reduciéndolo a acido 3-amino-5-nitrosalicilico
(Figura 5 a), provocando un cambio en el color de la muestra que se oxida dando como
resultado una apariencia rojo-café (Figura 5 b) (Dangkulwanich et al., 2018; Miller, 1959).
El método DNS reacciona Unicamente con los azUcares reductores presentes en la

muestra mediante una reaccion redox (Miller, 1959).

Figura 5. Reaccién general del método DNS (Dangkulwanich et al., 2018).
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La cantidad de azUcares reductores en la muestra se puede determinar aplicando la ley
de Beer-Lambert (ecuacion 1), que establece que la absorbancia se relaciona con las
propiedades 6pticas en solucion del analito, su concentracion y la longitud del haz de
radiacion al atravesar la muestra. Donde A es la absorbancia; a, el coeficiente de
absortividad molar; b, la longitud del haz en el medio absorbente, y c, la concentracion
de la especie absorbente.

A = abc Ec.1

Con el fin de determinar los azucares reductores, se mide la absorbancia de las
soluciones de calibracion de concentracion conocida y se elabora una funcion de
regresion lineal. Al sustituir los valores de absorbancias de las muestras de interés en la
ecuacion 1, obtenidas a una longitud de onda de 540 nm se calcula la concentracion de

azucares reductores (Burgos, 2020; Swinehart, 1962).
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3. Antecedentes

Dentro de la literatura se encuentran algunos estudios sobre el uso de la HEBM como

tratamiento de sustratos organicos no convencionales.

Barakat et al. (2014) propusieron el uso de tratamiento mecanico, como método sencillo
y ecolégicos de modificacion de biomasa lignocelulésica para la produccion de
biocombustible. De acuerdo con sus estudios, el tratamiento mecéanico permite la
separacion de la biomasa en diferentes fracciones (tejidos, células, polimeros, etc.) para
Su posterior uso como materia prima en diversas aplicaciones. Este método reduce en
gran medida el tamafio de las particulas de biomasa y posiblemente afecta su estructura
molecular estructural facilitando la accesibilidad enzimatica, ademas de aumentar su
superficie, disminuir la cristalinidad de la celulosa y aumentar la digestibilidad y

bioconversion de la biomasa.

Navarro-Mtz et al. (2017) produjeron H2z por pir6lisis de sustratos organicos no
convencionales (soya, yuca y raquis de platano). En su trataron los sustratos con
molienda de alta energia (HEBM). Donde concluyeron que la HEBM favorece la
biodisponibilidad de los sustratos para los microorganismos, debido al aumento del
contenido de azucares reductores. Ademas, consideraron el uso directo de la HEBM
como un tratamiento alternativo menos perjudicial para el medio ambiente (ya que no

genera desechos), asimismo de ser mas econdémico, mas rapido y facil en su operacion.

Urzua-Valenzuela (2017) utiliz6 la HEBM, para realizar modificaciones en las
propiedades fisicoquimicas de distintos sustratos organicos no convencionales (soya,
yuca, platano, frijol y jinicuil) con posible uso en medios de cultivo. De acuerdo con sus
resultados, la HEBM genero cambios estructurales, perdida de cristalinidad, incremento
en la concentracion de azUcares reductores (importante para su biodisponibilidad en

microorganismos) y mejoramiento de la solubilidad en los sustratos.

Morales-Toledo et al. (2018) estudio el efecto de la HEBM en las propiedades
fisicoguimicas de distintos sustratos organicos no convencionales con posible uso en
medios de cultivo para la produccion de Hz por fermentacion oscura. En sus resultados

demostré que el uso de la HEBM genera un aumento en el contenido de azlcares
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reductores. Las mayores concentraciones se presentaron en la malanga islefia (20 min),
el taro chino (20 min) y el raquis de platano (40 min), aumentando 4.8 veces, 4.5 veces
y 3 veces respectivamente, comparado con las muestras sin tratamiento. Ademas,
reportaron que el incremento de las concentraciones de azucares reductores usando
HEBM es en algunos casos parecido o incluso mas elevado que los obtenidos por
hidrélisis acida, enzimatica o por ultrasonido. También reportaron que los sustratos
modificados fueron asimilados por E. coli. Por tanto, consideran que la HEBM puede ser
un método de tratamiento de un solo paso, facil y de bajo costo para aumentar la

concentracion de azucares reductores de fuentes de biomasa y que son biodisponibles.

Finalmente, con lo que respecta a la determinacion y cuantificacion de hidrogeno (H2).
Weijun (2015) realizé un estudio sobre la precision analitica de la medicion de H:
mediante cromatografia de gases (CG) con una columna de tamiz molecular de 5 A,
utilizando nitrégeno (N2) como gas portador y un detector de conductividad térmica
(TCD). En el estudio se concluyé que con esta metodologia es posible realizar la
determinacion y cuantificacion precisa del Hz, siempre y cuando se consideren los

parametros de operacion del equipo durante el analisis.

28



4. Justificacion

Debido a los problemas ambientales que causa el uso de los combustibles fosiles, existe
una busqueda continua de fuentes de energia renovables. El uso del Hz es considerado
una de las alternativas mas prometedores como biocombustible. Se sabe que el Hz tiene
un alto contenido energético, en términos de nimero de octanaje el Hz tiene 130 octanos,
mientras que la gasolina 87 (Magna) y 92 (Premium). Ademas, el Hz es un gas no téxico,
ligero y se puede producir mediante procesos fermentativos, utilizando sustratos
organicos no convencionales. Dichos sustratos ofrecen grandes ventajas, ya que son
abundantes, baratos y biodegradables. La desventaja de su uso radica en el proceso
extra de conversion de los carbohidratos a azucares reductores para incrementar su
solubilidad y mejorar su biodisponibilidad para los microorganismos. Por ende, es
indispensable someter a los sustratos organicos no convencionales a tratamientos que

favorezcan la obtencién de azucares reductores.

En este trabajo se propone el uso de la molienda mecénica de alta energia para aumentar
el contenido de azucares reductores del sustrato organico no convencional Colocasia

esculenta para la produccion de Hz por fermentacion oscura utilizando Escherichia coli.

29



5. Hipotesis

La molienda mecanica de alta energia aumentara el contenido de azucares reductores
en Colocasia esculenta, lo que favorecera la produccion de hidrégeno por fermentacion

oscura utilizando Escherichia coli.

6. Objetivos

6.1 Objetivo general

Obtener azucares reductores en Colocasia esculenta mediante la molienda mecénica de
alta energia para su posterior uso en la produccioén de hidrogeno por fermentacion oscura

utilizando Escherichia coli.

6.2 Objetivos especificos

1. Realizar la molienda mecanica de alta energia de Colocasia esculenta.

2. Caracterizar fisicoquimicamente Colocasia esculenta antes y después de la
molienda mecénica de alta energia.

3. Evaluar el uso de la Colocasia esculenta modificada como fuente de carbono para
el crecimiento de Escherichia coli.

4. Estandarizar una técnica para la determinacién de hidrégeno por cromatografia
de gases.

5. Determinar la produccion de hidrégeno de Escherichia coli por fermentacion

oscura mediante cromatografia de gases.
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7. Metodologia

7.10btencién de Colocasia esculenta.

7.1.1 Malanga taro

La malanga de la variedad taro (Colocasia esculenta), se obtuvo en el Ejido Sebastopol,
ubicado en la ciudad de San Juan Bautista Tuxtepec, Oaxaca. Se le realiz6 un lavado
para retirar la suciedad y la tierra. Posteriormente se corté en rodajas de
aproximadamente 0.5 cm de grosor sin retirar su cascara. Luego se peso la malanga en
rodajas y se coloco en charolas de aluminio para ser llevada a secado. Este proceso de
deshidratacién se realiz6 en un horno (marca BINDER, modelo FD-56-UL) a 60°C
(Figura 6).

Figura 6. Proceso de deshidratacién de C. esculenta.

Al alcanzar un peso constante, después de aproximadamente una semana, las rodajas

de malanga seca se guardaron en bolsas de plastico al vacio para su posterior uso.
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7.2 Tratamiento de Colocasia esculenta por HEBM

Para el tratamiento de C. esculenta por HEBM, se utilizé un molino planetario de bolas
(marca Fritsch, modelo Pulverisette 7 premium line). Donde se coloc6 5 g de muestra en
cada tazon de 80 mL, con 15 bolas de acero inoxidable de 10 mm de diametro. Se realizo
la HEBM a una velocidad fija de 600 rpm con diferentes tiempos de molienda: 5, 10, 20,
30 y 40 min. Se consideraron ciclos de 5 min de molienda y 5 min de enfriamiento para

evitar modificaciones del sustrato por sobrecalentamiento.

7.3 Determinacion de azucares reductores

Para la determinacion de los azlcares reductores se utilizé la técnica de acido 3,5-
dinitrosalicilico (DNS).

A. Preparacion del reactivo DNS

1. Enuna balanza analitica (marca VELAB, modelo: VE-210) se pes6 1.6 g de hidroxido
de sodio (NaOH). Este reactivo se disolvié con precaucion en 50 mL de agua destilada
(reaccidn exotérmica) en un vaso de precipitado de 250 mL. Se le aplicé agitacion
constante a esta solucion, utilizando una parrilla de calentamiento con agitacion
magnética (marca Cole-Parmer, modelo ST-200-MP5).

2. Luego se pes6 30 g de tartrato de sodio y potasio tetrahidratado (KNaC4H40s-4H20),
y se afiadio lentamente a la solucion anterior hasta disolverse por completo.

3. Posteriormente se pesé 1 g de DNS, y se afadio a la solucion de NaOH vy
KNaCsH406-4H20.

4. Una vez disueltos todos los reactivos se procedio a transvasar la solucion a un matraz
aforado de 100 mL.

5. Al vaso de precipitado que contenia la solucion se le realizaron tres lavados con agua
destilada. El agua de enjuague fue vertida al matraz aforado.

6. Después, la solucion del matraz se aforo a 100 mL con agua destilada.

Finalmente, el reactivo se guardd en un frasco &mbar para su posterior uso.
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B. Preparacién de la soluciéon madre de glucosa

1. Para poder realizar la curva de calibracion se preparé una solucion madre de glucosa
(CeH1206) a 1 g/L a partir del cual se prepararon las soluciones estandares.

2. Para la curva de calibracion se prepararon soluciones estandares de CesH1206. Las
cuales se prepararon utilizando la solucion madre de glucosa de 1g/L (Tabla 2),

preparada con 0.02 g de CeéH1206 y 20 mL de agua destilada.

Tabla 2. Preparacion de las soluciones estandares de glucosa (CsH1206).

Tubo Volumen del diluyente Volumen de la solucién madre Concentracion final
(Hzo, mL) de CsH1206 (mL) (g/L)
1 0 5 1
2 1 4 0.8
3 2 3 0.6
4 3 2 0.4
5 4 1 0.2

3. Posteriormente se coloco 1.5 mL del reactivo de DNS y 0.5 mL de las soluciones
estandares de CsH1206 €n tubos de ensayo etiquetados con tapa rosca de 20 mL.

4. Luego se llevaron a agitacion y después a calentamiento en un vaso de precipitado
con agua a 100°C durante 5 min. Transcurrido este tiempo se dejaron enfriar en un
bafio con hielo para detener la reaccion.

5. Al final se adicionaron a los tubos de ensaye 3 mL de agua destilada para aforarlo a
5 mL.

C. Preparacién de las muestras

Para cada muestra se prepararon soluciones a una concentracion de 1 g/L de C.

esculenta. Para ello:

1. Se pesaron 0.1 g de muestra con y sin HEBM, que fueron agregadas cada una en un
matraz Erlenmeyer con tapa rosca de 50 mL etiquetados.

2. Alas muestras anteriores se les agrego 20 mL de agua destilada con una micropipeta
de 10 mL.
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3. Posteriormente en tubos de ensaye con tapa rosca de 10 mL etiquetados, se
agregaron 0.5 mL de las soluciones de cada muestra (0, 5, 10, 20, 30 y 40 min HEBM)
y 1.5 mL del reactivo de DNS.

4. Luego se llevaron a agitacién y después a calentamiento en un vaso de precipitado
con agua a 100°C durante 5 min.

5. Transcurrido este tiempo se dejaron enfriar en un bafio con hielo para detener la
reaccion.

6. Después se adicionaron a los tubos de ensayo 3 mL de agua destilada para aforarlo
a5mL.
Las soluciones estandares de CeH1206 y de las muestras se llevaron a agitacion.

8. Finalmente se midi6 la absorbancia de cada uno a una longitud de onda de 540 nm
mediante un espectrofotometro de ultravioleta visible (UV-Vis) (Marca PerkinElemer,

modelo Lambda 25). Las mediciones para esta técnica se realizaron por triplicado.

7.4 Caracterizacion fisicoquimica de Colocasia esculenta

7.4.1 Espectrometria infrarroja (FT-IR-ATR)

Esta técnica se utilizo para la identificacion de grupos funcionales de C. esculenta, y de
esta manera identificar cambios estructurales antes y después de la HEBM. Para ello se
utilizé un espectrémetro de infrarrojo con transformada de Fourier e interferébmetro con
reflectancia total atenuada (FT-IR-ATR) (marca PerkinElmer, modelo Spectrum 100). A
las distintas muestras de C. esculenta con y sin HEBM se analizaron en el infrarrojo
medio (4000-600 cm?). Se utilizé 0.1 g de muestra para su andlisis, y como referencia

se uso almidon nativo de malanga.

7.4.2 Andlisis termogravimétrico (TGA)

El analisis termogravimétrico (TGA) es una técnica cualitativa que indica la pérdida de
masa con respecto al aumento gradual de la temperatura. Por lo que esta técnica se

empled para evaluar los cambios durante la descomposicion térmica de C. esculenta
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utilizando un analizador simultdneo (marca Perkin-Elmer, modelo STA 6000). Para cada
analisis se utilizé entre 10-15 mg de muestra con y sin HEBM, y como referencia se usé
almidon nativo de malanga. Las condiciones de medicion se realizaron en cuatro etapas
de la siguiente manera: 1) temperatura a 30°C durante 1 min, 2) calentamiento de 30 a
700°C a una velocidad de 10°C/min, 3) temperatura a 700°C durante 1 min, y 4)
enfriamiento de 700°C a 30°C a una velocidad de 50°C/min. Las cuatro etapas anteriores
se realizan bajo una atmosfera inerte de nitrdgeno (N2) con un flujo continuo de 20

mL/min.

7.5 Fermentacion

7.5.1 Microorganismo

La cepa de Escherichia coli utilizada en este trabajo se tenia conservada en congelacion
a -14°C con glicerol al 50 % en el laboratorio de Biorreactores, ubicado en el Centro de
Investigaciones Cientificas (CIC) de la Universidad del Papaloapan, campus Tuxtepec,
Oaxaca. Para su uso, la cepa se reactivo bajo condiciones estériles en una campana de
flujo laminar con 125 mL de medio Luria-Bertani (Lysogeny Broth, LB) esterilizando en
una autoclave (marca ECOSHEL, modelo CVQ-B50L). Este medio esta compuesto de
10 g/L peptona de caseina, 5 g/L extracto de levadura y 5 g/L cloruro de sodio, ajustado
a pH =7 con NaOH 1N utilizando un medidor de pH/ mV (marca SCIENCE MED, modelo
SM-25CW). Posteriormente se incubd a 37 °C en una camara frigorifica vertical (marca
TermoFisher Scientific, modelo estandar) durante 12 horas. Posteriormente se colecto el
medio de cultivo y se depositd en tubos de 50 mL, para poderlo centrifugar a 5500 rpm
durante 15 min (centrifuga marca Thermo Scientific, modelo Megafuge 16R). Después,
bajo condiciones estériles, se decant6 el sobrenadante y el sedimento se resuspendio
con 2 mL de agua destilada estéril y 2 mL glicerol al 50 %. Para conservar nuevamente
la cepa se coloc6 1 mL del sedimento resuspendido en tubos eppendorf y se guardo a -

14°C para su posterior uso.
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7.5.2 In6culo

Para la preparacion del inéculo, en 100 mL de medio LB se le agreg6é 1 mL de E. coli

(conservado en glicerol) y se incub6 a 37 °C durante 12h.

7.5.3 Medio de cultivo

Para llevar a cabo la fermentacion oscura empleando E. coli, se eligié un medio de cultivo
gue solo contiene sales minerales y una sola fuente de carbono, de tal manera que se
facilite la evaluacion del crecimiento debido a la presencia de un solo sustrato limitante.
En el medio de cultivo utilizado como referencia se usé glucosa como fuente de carbono
(Tabla 3).

Tabla 3. Composicion del medio de glucosa (Poladyan et al., 2020).

Componente g/L Funcién
CsH1206 Glucosa 10 Fuente de carbono
K2HPO, Fosfato de potasio dibasico 2 Amortiguador de pH
NacCl Cloruro de sodio 5 Regulador osmético
Tipo | Peptona de caseina 20 Fuente de nitrégeno

En el medio de cultivo con C. esculenta modificada por HEBM como fuente de carbono
se utilizé danicamente la muestra que presento el mayor contenido de azUcares
reductores. La cantidad de C. esculenta modificada a utilizar en el medio de cultivo se
calculd con base en su concentracion de azucares reductores obtenidos por el método
DNS y que el medio de cultivo propuesto utiliza 10 g/L de fuente de carbono con CeH120s.
Una vez teniendo la fuente de carbono, el medio de cultivo se completd con los reactivos
de la Tabla 3.

7.5.4 Fermentacién oscura

La fermentacion oscura de E. coli, tanto para glucosa como para la C. esculenta

modificada, se realizé en frascos color ambar de 300 mL. A los frascos se les coloc6 una
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barra de agitacion magnética y se cerraron con septas de goma. Para cada fermentacion
se agregaron 245 mL de medio de cultivo de glucosa (Tabla 3) y C. esculenta estériles,
aforando cada uno a 250 mL con 5 mL del in6culo del medio LB en un ambiente estéril
utilizando una campana de flujo laminar horizontal. Después los frascos se colocaron en
una parrilla con agitacion y se controlé su temperatura a 37°C con agitacion constante.
Para ello se implementd un sistema que permitiera medir el volumen de gases que se
produjeran durante la fermentacién (Figura 7 a), y otro que almacenara los gases (Figura
7 b). Se tomaron muestras de 2.5 mL del medio de fermentacion a cada hora durante
8 h.

Figura 7. Sistemas de almacenamiento del H, obtenido de la fermentacién oscura con E. coli.
*La probeta y el frasco estan dentro del contenedor, ambos llenos con agua.

A las muestras del medio de fermentacion tomadas a cada hora se les realizaron las
siguientes mediciones:

» pH: La mayoria de las especies bacterianas disminuyen el pH de su medio de cultivo
con el tiempo, incluida E. coli. Debido a la produccion de acidos se puede llegar a
limitar el crecimiento maximo y la viabilidad del cultivo. Por lo que es importante
llevar un control continud del pH con la finalidad de observar como se comporta el

crecimiento de esta bacteria con los cambios de pH.
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» Densidad 6ptica (OD): La medicién de la OD a 600 nm es una forma sencilla de

medir el crecimiento en el cultivo bacteriano. La densidad 6ptica mide el grado de

dispersion de la luz causado por las bacterias de un cultivo; cuantas mas bacterias

haya, més se dispersara la luz.

» Potencial 6xido reduccién (ORP): El potencial redox del medio disminuye durante

el crecimiento de E. coli. La forma de la curva de potencial redox es caracteristica

del tipo de microorganismo. La velocidad del cambio (dN/dt, incremento del nimero

de células por unidad de tiempo) es proporcional a la concentracion de las células

vivas.

7.6 Determinacion de Hz por cromatografia de gases (GC-TCD)

La determinacion del H2 obtenido de la fermentacién oscura de E. coli se realizd

considerando los parametros de operacion del equipo que se muestran en la tabla 4

mediante GC-TCD.

Tabla 4. Condiciones de separacion y deteccion de H, (Toonen, 2013; Weijun, 2015; Recuperado
de: https://www.restek.com/global/en/chromatogram-detail/GC_MS01136).

Cromatégrafo de gases

Marca Agilent Technologies, modelo 7890A (G3440A)

Flujo 5 mL/min de Nz
Inyector Split 10
200 °C

Volumen de inyeccion

5, 10, 15, 20 y 25 pL (H2 puro para la curva de calibracion)
15 pL de gas obtenido de la fermentacién oscura

Columna
Horno de columna

HP-Molesieve (30 m, 0.53 mm d.i., 50 pm film)
Separacion isotérmica, 30 °C

Detector

Detector de conductividad térmica (TCD)
200 °C

Flujo de referencia (N2) 10.5 mL/min
Make up (N2) 2 mL/min

Polaridad negativa
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8. Resultados y discusién

8.1 Secado de Colocasia esculenta

La masa inicial de C. esculenta fue de 5.320 g y al final del proceso de secado su masa
fue de 1.115 g. Debido a que la materia organica esta constituida mayoritariamente de
agua, se puede establecer que la masa total (m;) del material es igual al de su masa
seca (my). Considerando lo anterior se determiné el contenido de humedad (%C},) de la

muestra a partir de la siguiente ecuacion:

mp—mg

%Cy, = (") x100 % Ec. 2

mp

Aplicando la ecuacion 2 se determino que el contenido de humedad de la muestra es de
79.04%. Aunque el contenido de humedad puede variar debido a diversos factores como
la madurez de la malanga, temporada de cosecha, etc., el porcentaje obtenido en este

trabajo se aproxima a lo reportado en la literatura (Morales-Toledo, 2018).

8.2 Molienda mecanica de alta energia (HEBM) de Colocasia esculenta.

En la Tabla 5 se describen los cambios macroscopicos en las muestras después de
realizar la HEBM (Figura 8).

Tabla 5. Caracteristicas macroscdpicas de C. esculenta después de la HEBM.

Caracteristicas Descripcién

Se observé que C. esculenta presenté un ligero cambio en su

coloracién pasando de blanco a beige. Esta coloracion se fue
Color . o e . .
intensificando conforme aumenté el tiempo de molienda, siendo mayor
alos 20, 30 y 40 min (Figura 8).
. El polvo obtenido después de la HEBM es fino. Sin embargo, durante
Homogeneidad

el proceso de molienda se observo que en los tiempos 20, 30 y 40 min

el polvo que se obtiene se adhiere en los tazones.
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Figura 8. Muestras de C. esculenta antes y después de la HEBM.

La temperatura que se alcanza durante el proceso de HEBM podria estar relacionada
con los cambios en la intensidad del color C. esculenta, considerando que la materia
prima contiene carbohidratos. Es decir, conforme aumenta el tiempo de molienda los
carbohidratos presentes en las muestras se empiezan a caramelizar. La caramelizacion
es una reaccion de oscurecimiento que ocurre cuando los azlcares se calientan por
encima de su punto de fusion. Ademas, se ha descrito que la presencia de azlcares
reductores se correlaciona con el grado de oscurecimiento no enzimatico que se
desarrolla durante el calentamiento (Pritchard & Adam, 1994; Sen & Gokmen, 2022).

8.3 Determinacién de azlUcares reductores en Colocasia esculenta

Después de medir la absorbancia en las soluciones de calibracion que contenia dextrosa
en el intervalo de concentracion de 0.2 a 1 g/L, se elabor6 un grafico de dispersion que
mostré una funcién de regresion lineal (Figura 9) con un excelente factor de correlacion
(R°= 0.9991). A partir de la ecuacion obtenida de la grafica se calculé la concentracion
de azucares reductores de las distintas muestras. La ecuacion reajustada para este caso
fue la siguiente:

_ Abs —0.0734 Ec. 3
09471

Donde Abs es la absorbancia medida (UA) y C es la concentracion de azucares
reductores en cada muestra (0, 5, 10, 20, 30 y 40 min HEBM) en g/L.
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Figura 9. Curva de calibracion de glucosa (CsH1206) medida a 540 nm.

En la Figura 10 se presentan los resultados de las mediciones de la concentracion de
azucares reductores en C. esculenta antes y después de la HEBM. En dicho grafico se
observa gue en los primeros tiempos de molienda (5 y 10 min) hay un incremento en la
concentracion de azucares reductores, alcanzando una concentracion maxima a los
10 min de molienda (140.70 mg/g de C. esculenta), y disminuye en los tiempos
posteriores. Estos resultados concuerdan con lo descrito en la literatura sobre el efecto
de la HEBM en la concentracion de azUcares reductores de sustratos organicos no
convencionales (soya, yuca, papa, malanga, betabel, entre otros) (Juarez-Arellano et al.,
2021; Martinez-Lopez, 2018; Morales-Toledo, 2018; Navarro-Mtz et al., 2017; Navarro-
Mtz et al., 2019; Sosa-Arroniz, 2020). También se ha reportado que el tratamiento de
sustratos organicos no convencionales por HEBM aumenta aproximadamente tres veces
su concentracion de los azucares reductores (Morales-Toledo, 2018; Urzua-Valenzuela,
2017). Lo cual coincide con los resultados obtenidos en este trabajo, al comparar C.

esculenta sin molienda con el de 10 min de HEBM (Figura 10).
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Figura 10. Concentracion de azucares reductores en C. esculenta antes y después de la HEBM.

8.4 Caracterizacion fisicoguimica de Colocasia esculenta modificada

8.4.1 Espectroscopia infrarroja (FT-IR-ATR) de Colocasia esculenta

De acuerdo con los espectros obtenidos por el espectrofotometro de IR (Figura 11), C.
esculenta presenta bandas de absorcion caracteristicas de la glucosa, la cual es la base
estructural del almidén (Sanchez-Rivera, 2020). A 3300 cm* se presenta los enlaces
libres inter- e intramoleculares de los grupos hidroxilos (-OH) (Fan et al., 2012; Pozo et
al., 2018) (Figura 12 a). La sefial a 2930 cm?, se asocia a los enlaces C-H del anillo de
la glucosa, la cual varia conforme a la proporcion de amilosa y amilopectina en los
almidones. Por ejemplo, el almidon de maiz tiene un 28% de amilosa, mientras que el
almidon de papa tiene 20%. Al disminuir la proporciéon de amilosa da como resultado un
aumento en la intensidad méaxima de la region C-H y un mayor grado de cristalinidad.
(Andrade et al., 2017; Kizil et al., 2002). Los espectros obtenidos de las muestras de C.
esculenta correspondientes a esta region muestran poca intensidad, lo que significaria
gue hay mayor proporcion de amilosa y un menor grado de cristalinidad (Figura 12 a).
Mientras que a 1644 cm se encuentra las vibraciones de flexién de los grupos -OH del
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agua absorbida en la region amorfa de las moléculas de almidén. Debido a que esta
banda esta relacionada con la cristalinidad del almidon, las variaciones en la cristalinidad
de diferentes almidones pueden afectar a esta banda (Figura 12 b) (Andrade et al., 2017;
Dankar et al., 2018; Kizil et al., 2002). Ademas, el aumento en la amplitud de la banda
de absorcion de -OH vy la intensidad de las vibraciones de flexion del agua se pueden
atribuir a cambios en los enlaces de hidrégeno inter- e intramoleculares de las moléculas
de almidén (Kumar et al., 2018; Tirado-Gallegos et al., 2016). A 1415 cm™ se encuentran
las vibraciones de flexion del metileno (-CH2-OH) (Figura 12 b). Dentro de la huella
dactilar del almidén, que abarca de 1250 a 400 cm, se encuentran las vibraciones de
los estiramientos C-OH (1046 cm™ 1), la flexién del enlace C-OH (990 cm?), la vibraciéon
del enlace glucosidico a- 1—4 (C- O- C) (930 cm™1), la deformacion del enlace Ci-H (855
cm™) y el estiramiento de los enlaces C-C del anillo de la glucosa (760 cm™) (Figura 12
c-d) (Dankar et al., 2018; Fan et al., 2012; Kizil et al., 2002). De acuerdo con lo anterior,
los espectros de almidon provenientes de C. esculenta tratadas con HEBM concuerdan

con lo descrito en la literatura (Morales-Toledo, 2018; Sanchez-Rivera, 2020).

Figura 11. Espectros IR de C. esculenta antes y después de la HEBM.
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Figura 12. Espectros IR de C. esculenta antes y después de la HEBM, ampliados a) 3800-
2600 cm™, b) 1800-1200 cm™, ¢) 1200-900 cm™ y d) 900-700 cm™.

De acuerdo con lo observado en los espectros de FT-IR-ATR de C. esculenta (Figura
12), existen variaciones en las bandas de absorcién por efecto de la HEBM, lo que se
puede asociar a los cambios estructurales que sufre el almidon durante el proceso. Estos
cambios son evidentes a los 10 min de molienda, en donde se observa que los grupos
funcionales hidroxilos, enlaces glucosidicos y los enlaces por puentes de hidrégeno
intramolecular presentan la mayor absorbancia. Es decir, que la HEBM hace que estos

tipos de enlaces estén mas expuestos y por lo tanto sean visibles por FTIR.
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8.4.2 Andlisis termogravimétrico (TGA) de Colocasia esculenta

La estabilidad térmica del almidon nativo y de C. esculenta se analiz6 mediante TGA
(Figura 13). En los termogramas obtenidos se observo que la descomposicién térmica
para todas las muestras de C. esculenta y el blanco (almidon nativo de malanga) se
desarrolla en tres etapas (Figura 13). Esto concuerda con lo reportado en la literatura
donde se ha descrito el comportamiento del almidon durante su descomposicion térmica.
Donde la primera etapa (T= 30-130 °C) corresponde a una reduccién de masa atribuida
a la pérdida de agua en las muestras (Figura 13 a). El proceso comienza con una rapida
deshidratacion y descomposicion del hidroxilo en los anillos de glucosa para formar las
moléculas de agua (Chinnasamy et al., 2022; Guinesi et al., 2006; Liu et al., 2013;
Pigtowska et al., 2020). En la segunda etapa (T= 220-350 °C) se presentan los
principales procesos de degradacion de las macromoléculas del almidon (amilosa y
amilopectina) y de los componentes microorganicos mediante un proceso no oxidativo
(pirdlisis) (Figura 13 a). En esta etapa se ha reportado que debido a la alta temperatura
se producen rupturas de la cadena principal en los enlaces de C-C-H, C-O, y C-C. De
acuerdo con la literatura, los principales productos de la descomposicion consisten en
H20, CO, CO2, acetaldehido, furano y 2-metilfurano (Chinnasamy et al., 2022; Guinesi et
al., 2006; Liu et al., 2009; Liu et al., 2013; Romero-Hernandez et al., 2021). Por ultimo,
en la tercera etapa (T= 350-700 °C) se generan reacciones de carbonizacion, donde se
observo que debido a la formacion de cenizas o residuos inertes se requiere mayor
energia para eliminarlos (Figura 13 a). Se ha reportado que los gases liberados después
de la pirdlisis del almidon son: H20, C=0, CH4, C2H2 y C2H40O2 (Figura 13 a) (Chinnasamy
et al., 2022; Guinesi et al., 2006; Romero-Hernandez et al., 2021).
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Figura 13. Termogramas de C. esculenta antes y después HEBM. a) Andlisis
termogravimétrico (TGA), b) primera derivada del TGA y ¢) andlisis térmico diferencial (DTA).

46



La primera derivada de los termogramas discutidos anteriormente se muestran en la
Figura 13 b. Con la primera derivada se vuelven mas evidentes los cambios asociados a
la deshidratacion (Etapa 1) y a la descomposicién (Etapa 2) de las muestras de C.
esculenta (Figura 13 b). El almidén nativo de malanga utilizado como referencia en este
trabajo tiene un comportamiento similar con las muestras tratadas con HEBM (Figura 13
a-b). Sin embargo, la muestra sin HEBM (t= 0) presenta una banda a T>350 °C, indicada
con un asterisco en la Figura 13 b. Esta sefal puede estar asociada con la celulosa
presente en la muestra, debido a que la malanga fue tratada por HEBM considerando
todo el tubérculo, es decir sin retirar su cascara (Yu et al., 2017).

Las curvas de DTA muestran un comportamiento similar de las muestras en la etapa de
deshidratacion (Etapa 1), mientras que en la etapa de descomposicion se observo que
el proceso es complejo al mostrar un comportamiento aleatorio en las muestras (Etapa
2). Ademas, se puede observar que la muestra sin HEBM requiere mayor energia para
su degradacion (Figura 13 c).

Para poder evaluar el efecto de la HEBM en el TGA de C. esculenta se procedio al
analisis y comparacion de los puntos mas significativos de los termogramas, como lo
son: el area bajo la curva de las Etapas 1y 2, asi como la temperatura, el ancho y valor
maximo de la sefial de la Etapa 2.

El area de la sefial correspondiente a la etapa de deshidratacion (Etapa 1) se mantuvo
constante independientemente del tiempo de molienda. Cabe mencionar que C.
esculenta fue previamente deshidratada, por lo que los grupos -OH del almidon de las
muestras fueron expuestos durante la HEBM y evaporados al formar H20 durante su
analisis por TGA (Dome et al., 2020; Pigtowska et al., 2020) (Figura 14 a). Por otro lado,
se observo una disminucién en el valor maximo en la etapa de descomposicion (Etapa
2) conforme se incrementa el tiempo de molienda (Figura 14 b). Aunque la temperatura
a la cual se lleva a cabo ese proceso es muy similar y los valores se encuentran entre
los valores de la muestra t= 0 (283 °C) y del almidon nativo de malanga (290 °C) (Figura
14 c).

De acuerdo con la anchura a la altura media de un pico (FWHM, por sus siglas en ingles
Full Width at Half Maximum) de la etapa de descomposicién se observo que hay cambios
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significativos hasta los 10 min de HEBM, y en los tiempos posteriores se mantiene sin

cambios (Figura 14 d).

Figura 14. Andlisis de los datos obtenidos del TGA de Colocasia esculenta.

Con base en el andlisis de los puntos mas significativos en los termogramas se puede
observar que la HEBM genera cambios estructurales en C. esculenta que permite que
este requiera menor energia para su degradacion en comparacion con la muestra sin
HEBM (t = 0 min).

48



8.5 Fermentacién oscura de Escherichia coli

La glucosa (CsH1206) es utilizada ampliamente como sustrato para estudiar el proceso
de fermentacion oscura de E. coli; por lo tanto, es conocido el comportamiento de la
bacteria durante el proceso de la fermentacién y el efecto de los diferentes parametros
(Bastidas-Oyanedel et al., 2015). Por tanto, para tener valores de nuestro sistema y
poderlos comparar con los de referencia se realizaron fermentaciones oscuras de E. coli
utilizando glucosa como fuente de carbono.

En la Figura 15 se muestran los resultados de la fermentacién oscura utilizando glucosa
como medio de cultivo. La figura muestra la cinética de crecimiento de E. coli por
turbidimetria y utilizando el sistema de fermentacion de la Figura 7. La cinética presenta
las tipicas fases de crecimiento: una fase de latencia de 0 a 1 h, una fase exponencial
de 1 a 5 h, una fase de transicion de 5 a 8 h y una fase estacionaria a partir de las 8 h.
Puesto que se ha reportado que no se observa cambio en la pendiente a partir de las 8
h de fermentacion se considero realizar las fermentaciones hasta este tiempo (Morales-
Toledo, 2018) (Figura 15). Durante la fermentacion se observé un aumento en el
potencial oxido reducciéon (ORP) que indica que se ve favorecido el proceso de oxidacion,
asi como una disminucion del pH de 7 hasta 4. Se ha reportado que la disminucién del
pH durante fermentacién oscura de E. coli es debido a que su metabolismo genera
acidos: aceético, butirico, propionico, lactico y formico. También se ha informado que a
partir de pH < 5 se induce la enzima formiato-hidrégeno-liasa que cataliza la
descomposicion del acido férmico a Hz y CO: (Bastidas-Oyanedel et al., 2015; Qu et al.,
2022; Wang & Wan, 2009). Aunando a lo anterior, en la Figura 15 se observé que el
mayor rendimiento de volumen de gases (Volumen) en el medio de cultivo se presenta a

las 5 h de fermentacion con pH < 5 lo cual concuerda con la literatura.
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Figura 15. Fermentacion oscura de E. coli con glucosa (CsH120¢). Densidad 6ptica (OD),
volumen de gas producido (Volumen) y potencial 6xido reduccion (ORP).

Una vez estandarizado la fermentaciéon oscura de E. coli con glucosa se procedio a
realizar la fermentacion oscura bajo las mismas condiciones utilizando C. esculenta (con
10 min de HEBM) como fuente de carbono (Figura 16). Se selecciono este tiempo de
molienda ya que fue donde se presenté la mayor concentracién de azucares reductores.
El comportamiento de los resultados en esta fermentacion fue muy similar al del sustrato
con glucosa. Donde la cinética de crecimiento de E. coli por turbidimetria presenta las
tipicas fases de crecimiento: una fase de latencia de 0 a 1 h, una fase exponencial de 1
a 5 h, una fase de transicion de 5 a 8 h y una fase estacionaria a partir de las 8 h (Figura
16). De igual manera se ha reportado que no se observa cambio en la pendiente a partir
de las 8 h de fermentacion oscura de E. coli al utilizar biomasas por lo que se consideré
realizar la fermentacion hasta este tiempo (Bastidas-Oyanedel et al., 2015; Morales-
Toledo, 2018; Urzua-Valenzuela, 2017).

Al igual que con el uso de glucosa, usando C. esculenta también se observd un aumento

en el potencial oxido reduccién (ORP) asi como una disminucién del pH de 7 hasta 4.75
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durante la fermentacion. De acuerdo con lo anterior en la Figura 16 se observé que el
mayor rendimiento de volumen de gases (Volumen) en el medio de cultivo se presenta a
las 5 h de fermentacion con pH<5 lo cual concuerda con la literatura donde se favorece
la produccién de gases (Hz2 y COz).

Figura 16. Fermentacién oscura de E. coli utilizando C. esculenta. Densidad éptica (OD),
volumen de gas producido (Vgas) Y potencial 6xido reduccion (ORP).

Para la determinacion de Hz por GC se realizaron las fermentaciones oscuras de E. coli
por triplicado tanto para la glucosa como para la C. esculenta (con 10 min de HEBM) bajo
las mismas condiciones (Figura 17 y 18). Donde se observé el mismo comportamiento
del crecimiento de E. coli descritos anteriormente con los sustratos de glucosa y C.
esculenta (Figura 15 y 16). Cabe mencionar que en estos experimentos se utilizo el
volumen total de la fermentacién oscura (8 h) para la determinacién de Hz por GC-TCD
utilizando el sistema que se mostré en la Figura 7 y los pardmetros de operacion de la
Tabla 4.
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Figura 17. Fermentacion oscura de E. coli con glucosa (CsH120¢) para la medicién de H..

Figura 18. Fermentacion oscura de E. coli utilizando C. esculenta para la medicién de Ha.
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8.6. Determinacion de H. por GC-TCD de la fermentacion oscura de E. coli.

Para la determinacion del Hz por cromatografia de gases (GC, marca: Agilent
Technologies, modelo: 7890A (G3440A)) se realizé un estudio sobre los parametros de
operacion para su analisis considerando el tipo de columna y detector a utilizar. Una vez
establecidos los parametros de operacion (Tabla 4) se acondicioné el GC para la
determinaciéon de H: (Figura 19 a). Se realiz6 el cambio de la columna, ajustando la
columna de detector de conductividad térmica (TCD), HP-Molesieve (30 m, 0.53 mm d.i.,
50 um film), dentro del horno del GC (Figura 19 b). Después se elaboré un sistema para
almacenar H: puro, el cual se utilizo para realizar una curva de calibracion (Figura 19 c).
Posteriormente se realiz6 la inyeccion manual de H2 puro para verificar el

acondicionamiento del GC (Figura 19 d).

Figura 19. Acondicionamiento del equipo cromatégrafo de gases (GC).
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Para la curva de calibracion se realizé la inyeccion manual de Hz puro con volimenes
de: 5, 10, 15, 20 y 25 pL. Se observo que el tiempo de retencion del Hz puro es de 2 min
(Figura 20).

Figura 20. Cromatogramas GC-TCD obtenidos a partir de la inyeccién de 5, 10, 15, 20y 25 uL
de H: puro.

De acuerdo con los datos obtenidos se elabor6 un grafico de dispersion utilizando el area
de pico de cada cromatograma correspondiente a los diferentes volimenes de inyeccion
de H2 puro. El grafico, mostré una funcion de regresion lineal con un excelente factor de
correlacion (Rz= 0.9996) (Figura 21).
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Figura 21. Curva de calibracion de H; puro (GC-TCD).

De acuerdo con los cromatogramas del gas obtenido de las fermentaciones oscuras con
glucosa y C. esculenta como sustratos se obtuvo una sefal analitica con un tiempo de
retencion de 2 min en ambos casos con distintas intensidades y areas de pico. Este
tiempo de retencion concuerda con el tiempo de retencién del Hz puro, por lo que se
concluye que con ambos sustratos se obtiene bio-hidrogeno (Figura 22).

El volumen del bio-H2 contenido en el volumen total de gas que se obtuvo de las

fermentaciones con glucosa y C. esculenta se calculdé con la siguiente ecuacion de

regresion lineal:
A=m(WVH,) +b Ec.4

Donde: A es el area del pico, m es la pendiente de la curva de calibracion (m = 34.66),
VH:2 es el volumen de H2 en cada muestra, y b es la ordenada en el origen de la curva

de calibracion (b = 13.33) (Figura 21).
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Figura 22. Cromatogramas GC-TCD obtenidos de la inyeccién de 15 uL de: H puro (negro), bio-
H. obtenido a partir de glucosa (rojo) y bio-H, obtenido a partir de C. esculenta (azul).

Los resultados obtenidos de los volumenes de bio-H2 se muestran en la Tabla 6 para

glucosa y en la Tabla 7 para C. esculenta. Toda medicion y fermentacion se realizo por

triplicado.
Tabla 6. Volumen de bio-H. de la fermentacion oscura con glucosa.
Glucosa
Vgas (ML) Area de pico (cm?) V de H, (uL)

83 270.31 7.41

Vinj: 15 pL 96 309.89 8.55

111 325.90 9.18

Promedio 96.66 302.03 8.38
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Tabla 7. Volumen de bio-H> de la fermentacion oscura con C. esculenta.

Colocasia esculenta (Malanga taro)

Vinj: 15 L Vgas (ML) Area de pico (cm?) V de Ha (uL)
69 88.78 2.17
75 106.53 2.68
77 169.6 4.50
Promedio 73.66 121.63 3.11

Tomando como referencia el volumen de inyeccién (Vin) de 15 yL al GC del gas
producido durante la fermentacion oscura utilizando glucosa se obtuvo que el 55. 86 %
corresponde a bio-Hz. Mientras que solo el 20.73 % es obtenido cuando C. esculenta es
utilizada. El rendimiento en la produccién de bio-H: reportado en la literatura es muy
variante y es totalmente dependiente del tipo de biomasa utilizada. Ademas, este
rendimiento también se ve afectado por las variaciones en las distintas condiciones de
fermentacion, el uso de un microorganismo modificado para favorecer la produccion de
H2, asi como el tratamiento de la biomasa al utilizarlo como sustrato (Tabla 8). Como se
puede observar en la Tabla 8 los rendimientos de bio-H2 obtenido en este trabajo son
muy bajos y esto puede estar relaciona con lo mencionado anteriormente. Aunque en
este estudio es importante tener en cuenta ademas el tiempo de fermentacion, ya que
como se puede observar en el caso de la glucosa el rendimiento es muy bajo con
respecto a lo reportado en la literatura donde los tiempos de fermentacion duran mucho
mas tiempo. Mientras que para C. esculenta, ademas de considerar el tiempo de
fermentacion es importante considerar el tratamiento que se le realiz6. A pesar de que la
HEBM si genera un cambio significativo en C. esculenta este no lo hace en su totalidad.
Es decir, no hay disponibilidad de todos los azUcares reductores presentes en C.
esculenta por lo que la bacteria no asimila todo el sustrato.

Sin embargo, el método utilizado en este trabajo es de bajo costo, de menor tiempo y
menos nocivo para el medio ambiente con respecto a otros, lo que hace que la
metodologia presentada en este trabajo sea una buena alternativa para la produccion de
bio-H>.
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Tabla 8. Comparacién del rendimiento de bio-H- obtenido por fermentacion oscura con diferentes
sustratos (Morales-Toledo, 2018).

Microorganismo Sustrato Rendimiento (mol Hz/mol
de glucosa)
*E. coli Glucosa. 0.17
E. coliHD701 Melaza hidrolizada con &cido. 0.45
E. coli HD701 Residuos de almidén de papa 0.44
hidrolizado con acido.
**E. coli Glucosa. 0.0029
**E. coli Colocasia esculenta. 0.0011

* Cepa parental
** Resultados obtenidos del presente trabajo.

9. Conclusion

El tratamiento de C. esculenta con HEBM permitié obtener mayor cantidad de azUcares
reductores con 10 min de molienda de acuerdo con el método DNS.

El uso de C. esculenta como sustrato de la fermentacion oscura de E. coli fue factible
para su crecimiento.

Se logré estandarizar una técnica para la determinacién del hidrogeno obtenido de la
fermentacion oscura de E. coli con C. esculenta por GC-TCD.

Se obtuvo gas bio-hidrogeno mediante la fermentacion oscura con E. coli utilizando como
fuente de carbono C. esculenta tratada con HEBM.
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10. Perspectivas del trabajo

De acuerdo con los resultados obtenidos en este trabajo se proponen las siguientes
perspectivas:

a) Esta metodologia se puede considerar para evaluar otros sustratos organicos no
convencionales en la produccion de bio-hidrogeno.

b) Determinar que productos se forman en la fermentacién oscura de E. coli con C.
esculenta para su aprovechamiento.

c) Estudiar la cinética de las reacciones que ocurren durante la fermentacion oscura
utilizando C. esculenta.

d) Optimizar los parametros (como pH y temperatura) de la fermentacion oscura para
favorecer la produccién de bio-hidrégeno con distintos sustratos organicos no
convencionales.

e) Estudiar la produccion de bio-hidrégeno con respecto a la enzima formiato-

hidrogeno-liasa responsable de su produccion con diferentes sustratos no
convencionales.
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